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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betriffi Liposomes die Proteins, vorzugsweise Interferone, darin verkapselt als Wirkkomponen- 
ten enthalten, wobei diese Proteine mit einer hohen EinschluBrate verkapselt werden, Verfahren zu deren Herstellung 
5 sowie diese Uposomen enthattende pharmazeutische und kosmetische Zubereitungen. 

[0002] Verschiedene Peptidhormone Oder Proteine sind in letzter Zeit als therapeutisch wirksame Mittel bei der 
Bekampfung von Krankheiten wie Diabetes. Hormon- oder Wachstumsstorungen, SchiWdrOsenerkrankungen aber 
auch viralen und/oder bakteriellen Infekten und Krebs eingesetzt worden. Solche Peptide sind beispielsweise Oxytocin, 
Vasopressin, FSH. TSH, LH. Tumor Nekrosis Faktoren, Growth Faktoren, Plattchen aktivierende Faktoren, Insulin, Cai- 
ro citonin, Cyclosporin A, InterleuWne und Interferone. In den meisten Fallen werden diese Proteine zur Therapie in Form 
von Losungen injiziert. Ein weitreichendes Problem steltt dabei die Instabilitat der Proteine sowohl in dieser Losung als 
auch nach der Injektion in der Blutbahn dar. 

[0003] In der Blutbahn werden die genannten Proteine schnell von endogenen Proteasen abgebaut und verlieren so 
ihre spezifische Wirkung. Andererseits stellen sie aufgrund ihrer Proteinnatur Antigene dar, die eine Immunantwort mit 
js den entsprechenden Folgen bzw. Nebenwirkungen hervorrufen konnen. Trotz dieser Probleme und Nachteile ist man 
wegen der sehr spezif ischen Wirkung der Peptidhormone und Proteine auf einzelne Zellgruppen oder Zellen auf ihren 
Einsatz bei der Therapie bei den genannten Krankheiten angewiesen. Im folgenden soil dies anhand des Beispiels der 
Interferone naher erlautert werden. 

[0004] Interferone sind Proteine oder Glykoproteine, die auf auflere Reize hin von bestimmten Zellen (Leucozyten 
20 oder Fibroblasten) gebildet werden. Sie haben ein Molekulargewicht von ungefahr 20 kD. entsprechend 140 bis 160 
Aminosauren. Interferone zeichnen sich erstens durch eine antivirale Aktivitat aus. Eine solche echte Bekampfung von 
Viren ist aber mit herkommlichen Antibiotika nicht moglich. 

[0005] Interferone induzieren, vermittelt uber Zelloberflachenrezeptoren, die Synthese von sogenannten "antiviralen 
Proteinen-. Diese Proteine wiederum verhindern uber verschiedene Mechanismen, z.B. Transkriptionshemmung Oder 

25 Oligo A-Synthese und die dadurch bewirkie Stimulation der zellularen RNAse-Aktivitat. die Reproduktion des Virus. 
Diese Wirkung ist artspezifisch. DarOber hinaus sind diese Interferone durch ihre wacristurnshernnriende Wirkung als 
Cytostatika in der Krebstherapie, z.B. der Haarzell-Leukamie, von Bedeutung. Durch Aktivierung von Makrophagen, T- 
Zellen und Kilterzellen wird die Immunantwort stimuliert. Au&erdem wird die Ausschuttung des Tumor-Nekrosis-Fac- 
tors-a stimuliert, wodurch sich weitere pharmazeutisch interessante Anwendungsmoglichkeiten abzeichnen. Interfe- 

30 rone steigern daneben die Antigenprasentation der TZellen und aktivieren Makrophagen (antibakterietle Wirkung). 
[0006] Bekannte Indikationen fur die Gabe von Interferonen sind beispielsweise akute Viruserkrankungen wie Herpes 
zoster oder die Virusenzephalitis, chronische Vlruserkraukungen wie die chronisch-aktive Hepatitis B. Kondylome, 
Warzen oder Zervixneoplasien, sowie Hamoblastosen wie die Haar-Zell-Leukamie. essentielle Thrombozythamie. 
chronisch lymphatische oder myeloische Leukamie, kutane T-Zell-Lymphome oder Plasmozytome. DarOber hinaus 

35 konnen Interferone bei der Therapie von anderen Karzinomen wie Karzinoid, Nasopharynxkarzinom, maltgnem Mela- 
nom oder Nierenzellkarzinom, verschiedensten endzGndlichen Erkrankungen wie rheumatische Erkrankungen (chroni- 
sche Polyarthritis). Verbrennungen, Erfrierungen, die atopische Dermatitis, Psoriasis. Sklerodermie aber auch zur 
Therapie der Multiplen SWerose eingesetzt (vgl. Med.Mo.Pharm. 6, 1991, S.164-73). 

[0007] Wie oben allgemein beschrieben, wurden die Proteine, d.h. auch die Interferone, als solche in pharmazeuti- 

40 schen Zubereitungen eingesetzt. Dabei wurden spezielle Anstrengungen unternommen, urn diese zunachst in der zu 
injizierenden L6sung zu stabilisieren. Beispielsweise sind Interferon-stabilisierende Zubereitungen aus der DE-A-36 42 
223 bekannt. AW1 _ , . . _ 

[0008] Zusatzlich wurde versucht. die Proteine nach der Injektion im Korper vor einem vorzeitigen Abbau durch kor- 
pereigene Proteasen zu schutzen. Dazu werden die Proteine zum Beispiel in Uposomen verkapselt und so durch die 

45 zwischen dem Protein und der Protease liegende Lipidmembran(en) vor dem Abbau geschutzt. Zu diesem Zweck wur- 
den sowohl monolamellare als auch multilamellare Vesikel (Uposomen) eingesetzt. Besbmmende Faktoren der 
Geschwindigkeit. mit der das verkapselte Protein freigesetzt wird. sind, ohne sie vollstandig anzu 9^ en ;* e 5^ 6 o B ® d 0 e , s 
Vesikels die Anzahl der Lamellen oder die Art der Komponenten, aus denen der Vesikel besteht, so US-A-5 0 23 087. 
[0009] Uposomen. in denen ein pharmazeutischer Wirkstoff verkapselt ist. konnen aus einer oder mehreren Up«d- 

so komponenten bestehen. So beschreibt US-A-5 023 087 den Einschlu3 von Proteinen in Uposomen aus Phosphatdyl- 
cholin (PC) und/oder Phosphatidylglycerot (PG)yTocopherol. wahrend die Verkapselung von Interferon in Uposomen 
aus Phosphatidylcholin und Phosphatidylserin (PS), meist in einem Mengenvemaltnis von 75. in J.lnterferon Res. 
10(2). S.153-160. 1990 (fHFN); J.Nat.Cancer Inst. 81(18). S.1387-92. 1989 ( r iFN) oder J. Biol. Response Mod.f. 9(4). 
S 995-60 1990 (a-IFN) sowie in EP-A 89 810 133 beschrieben ist 

55 [0010] Andere Upidzusammensetzungen wie Phosphatidylglycerol/Cholesterol (Ch) (2:1) zum E.nschluG von r iFN 
(Infect. Immun. 57(1), S.132-37, 1989 oder J.lnfect.Dis. 159(4), S.616-20, 1989, Molverhaitnis 9:1) und PC/ChTSulfatide 
(Molvertiaitnis 5:4:1) zum EinschluB von Interferonen (JP 6 228 393 4) sowie PC/PG/Ch und wenig Tocopherol (Mol- 
verhaitnis ca 1181 in WO-A-91 16 882 oder ca. 10:8:1 in WO-A-87 04592) zur Verkapselung von nicht-Protem Phar- 
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maka bzw. Proteinen werden ebenso verwendet. 

[001 1 ] Ein krttischer Faktor bei der Verwendung und Synthase von Liposomen ist die EinschluBrate der betreffenden 
Substanz in die Liposomen. Generefl gilt. daB das Protein, urn tatsachlich geschutzt zu werden, komplett verkapselt 
sein muft und nicht lediglich mil der Vesikelmembran assoztiert Oder in diese insertiert sein darf. Da viele Proteine 

5 neben hydrophilen auch hydrophobe Bereiche besitzen, ist ein solcher vollstandiger EinschluB nicht selbstverstandHch. 
Uegt die EinschluBrate sehr niedrig, so ist die Konzentration des eingeschlossenen Wirkstoffes sehr gering. WO-A-90 
11780 beschreibt beispielsweise bei einem Verhattnis von PC/PG/Ch von 7:3:6 eine EinschluBrate von 6,9 %. Maxi- 
maJe EinschluBraten fur Proteine in multilamellare Vesikel werden in WO-A-87 04592 mit 10 bis 20% beschrieben. Fur 
nicht-Protein Pharmaka (Albuterolsulfat) werden dagegen mit Liposomen aus PC und PG im Verhattnis von 1 1 :1 Ein- 

io schluBraten von uber 50 % angegeben. Solche hohen EinschluBraten sind fur Proteine bislang nicht erreicht worden. 
Dementsprechend mussen grofle Mengen an Protein zur Synthese der Vesikel eingesetzt werden. Daruber hinaus 
mussen daher groBe Mengen an Substanz bei der Verabreichung von pharmazeutischen Zubereitungen, welche die 
Proteine verkapsett enthatten, appliziert werden. Dieses ist jedoch bei teuren Oder schwer erhaltlichen Wirkstoffen wie 
Peptidhormonen nicht erwunscht. 

75 [0012] Es ist daher Aufgabe der vortiegenden Erfindung Liposomen, die Proteine mit einer hohen Einschfu Grate ver- 
kapselt enthaften, ein Verfahren zu ihrer Herstellung sowie diese Liposomen enth attend e pharmazeutische und kosme- 
tische Zubereitungen zur Verfugung zu stellen. Trotz der verbesserten EinschluBraten sdlen die bekannten Vorteile der 
Verkapselung wie definierte Freisetzungsraten etc. nicht vermindert werden. 

[0013] Uberraschender Weise wurde gefunden, daft EinschluBraten von Proteinen in Liposomen durch den 
20 erfindungsgemaBen Einsatz von Phosphatidylglycerol in definiertem Mengenverhaftnis mit Phosphatidylcholin und 
Cholesterol stark erheht werden. Durch das erf indungsgemaBe Verfahren zur Herstellung von Liposomen konnen Ein- 
schluBraten in die Liposomen von uber 35 % gegenuber den bisher erzielbaren Raten, siehe oben, von unter 20 % 
erreicht werden. 

[0014] Diese Steigerung der EinschluBraten ermoglicht es nun geringere Mengen an Protein zur Synthese einzuset- 

25 zen und somit kostengunstiger zu produzieren. DarOber hinaus konnen, da mehr Wirkeinheiten pro Vesikel mOgiich 
sind, hohere Dosen des Therapeutikums appliziert oder das applizierte Volumen verringert werden. 
[0015] Mit Hilfe des erfindungsgemaBen Verfahrens werden Liposomen und daraus pharmazeutische und Kbsmeti- 
sche Zubereitungen erhatten, die alle bekannten Vorteile von in Liposomen verkapselten Proteinen aufweisen. So wird 
das betreffende Protein definiert aus den Vesikel n freigesetzt und ist aufgrund der Verkapselung gegenuber proteolyn- 

30 sen em Abbau geschutzt. Da die EinschluBrate Jedoch hflher ist. ist dieser Schutz ausgepragter als bei nach dem Stand 
der Technik erhaltenen Liposomen. Die diese Liposomen enthaltenden Zubereitungen sind dementsprechend stabiler. 
AuBerdem verringern die erfindungsgemaBen Zubereitungen die Gefahr von immunologischen Nebenreaktionen, wel- 
che auf der antigenen Wirkung der Proteine beruhen, denn diese sind eben aufgrund der Verkapselung for die Antikor- 
per in hohem Ma Be unzugangiich. 

35 [0016] Die Erfindung betrifft demzufolge mit hoher EinschluBrate in Liposomen verkapselte Proteine sowie ein Ver- 
fahren zu deren Herstellung und pharmazeutische und kosmetische Zubereitungen, die solche Liposomen enthatten. 
[0017] Die proteinhaitigen Liposomen werden aus Lipid, Cholesterol, einem Phosphatidylglycerol (PG) Oder dessen 
Derivaten und gegebenenfalls Tocopherol en oder vergfeichbaren Stabilisatoren wie Butylhydroxyanisol (BHA) oder 
Butylhydroxytoluol (BHT) in definiertem Mengenverhaltnis uber das unten beschriebene Verfahren gebildet. 

40 [0018] In den erfindungsgemaBen Liposomen betragt das molare Verhattnis von Lipid zu Cholesterol zu PG zu Toco- 
pherol 6:4:1: 0.01. Das Gewichtsverhaltnis betragt dementsprechend 6:2:1 : 0,01. 

[0019] Grundsatzlich kc-nnen alle Proteine fi)r verschiedene Zwecke in die Liposomen eingeschlossen werden. Vor- 
zugsweile handelt es sich dabei aber um pharmazeutisch wirksame Substanzen wie zum Beispiel Oxytocin, Vasopres- 
sin. FSH, TSH, LH. Tumor Nekrosis Faktoren, Growth Faktoren, Plattchen aktivierende Faktoren, Streptokinase. 
45 Urokinase, Insulin. Calcitonin, Cyclosporin A, Interteukine und Interferone, Bevorzugt werden Interferone, am meisten 
bevorzugt wird a-lnterferon. Geeignete a-lnterferone sind alle bekannten Subtypen des a- Interferons und deren Gemi- 
sche sowie dessen Derivate, einschlieBlich alter Subtypen. 

[0020] Geeignete Derivate des Phosphatidylglycerol, die in der Herstellung der erfindungsgemaBen Liposomen ver- 
wendet werden, sind dessen Mono- und Diester mit gesattigten und ungesattigten C^^'Fettsauren. Vorzugsweise 
so werden Palmitin-, Stearin-, Olein- und Myristinsaurediester eingesetzt. 

[0021] Unter "Lipid" sind in dies em Zusammenhang Phosphatidylcholine, d.h. PC und dessen Fettsaureester mit den 
for das PG genannten Fettsauren. zu verstehen, beispielsweise das kommerzieil erhatiiche Lipoid E 100 (Warenzei- 
chen) und die Epicurone wie Epicuron 200 (Warenzeichen). 

[0022] AuBerdem wird ein Verfahren zur Herstellung von Liposomen mit einer hohen EinschluBrate fOr Proteine sowie 
55 zur Herstellung von pharmazeutischen und kosmetischen Zubereitungen, die diese Liposomen enthatten, zur Verfu- 
gung gestellt, welches die folgenden Schritte umfaflt: 

a) Losen der Liposomenanteile in einem geeigneten Losungsmittel, Abziehen des Losungsmittels in einem Rotati- 
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onsverdampfer und Trocknen des entstandenen Upidfilms. 

b) Zugabe des einzuschlieBenden Proteins in einer pharmazeutisch geeigneten LOsung, AblOsen der Uposomen 
z.B. mittels Glaskugeln und ansch lie Bender Membranextrusion und 

c) Uberfuhren der in Schritt (b) erhaltenen Uposomen in eine pharmazeutisch Oder kosmetisch geeignete Form, 
5 beispielsweise ein Gel. eine Creme, eine Lotion, eine LOsung oder ein Spray mittels bekannter Verfahren und unter 

Verwendung geeigneter Trager- und Hilfsstoffe. 

[0023] Nach Verfahrensschritt (b) werden oligolamellare Uposomen mit einem Durchmesser von etwa 200 nm erhal- 
ten. Eine solche UposomengrOGe ermOglicht eine definierte und tontrollierte Freisetzung der verkapsetten Proteine. 
w die nach dem erf indungsgemaBen Verfahren mit einer EinschluBrate von Ober 35 % verkapselt werden. Die nach dem 
Verfahren hergestellten Zubereitungen kOnnen somit hohere Dosen an Wirkstoff pro Vesikel enthatten und erlauben 
daher eine hOhere Dosierung in der Anwendung Oder die Applikation geringerer Mengen. 

[0024] DarOber hinaus stabilisieren die erf indungsgemaBen Uposomen die darin verkapsetten Proteine. Ihre biologi- 
sche Aktivitat bleibt im Vergleich mit in Uposomen des Standes der Technik eingeschlossenen Proteinen Qber einen 
is langeren Zeitraum nahezu unverandert Daher weisen die pharmazeutischen und kosmetischen Zubereitungen, die die 
erfindungsgemaBen Uposomen enthalten. eine deutlich verbesserte lagerfahigkeit auf. 

[0025] Geeignete Losungsmittel zur Anwendung in dem erfindungsgemaBen Verfahren zum LOsen der Upidkompo- 
nenten sind alle inerten organischen Losungsmittel mit hohem Dampfdruck bei Raumtemperatur wie Chloroform. 
Methylenchiorid, Aceton. Methylethylketon, Hexan, Cyclohexan und dergleichen. Diegenanrrte, pharmazeutisch geeig- 
20 nete Losung ist eine gepufferte, isotonische Losung. Bevorzugt ist eine Natriumphosphat-gepufferte, mit NaCI isotoni- 
sierte, Serumalbumin enthaltende Losung. 

[0026] In jeder genannten Zubereitung kOnnen die Uposomen neben dem verkapselten Protein weitere pharmazeu- 
tisch oder kosmetisch wirksame Substanzen eingeschlossen enthalten. 

[0027] Zum Erhalt eines Gels werden bekannte Gelbildner eingesetzt, die in der Lage sind, ohne die Einwirkung 
25 hoher Scherkrafte, die zu einem weitgehenden Verlust der Proteinaktivitat fuhren wOrden, Gele mit den Uposomen zu 
bilden. Solche Gelbildner stammen aus der Reihe der halbsyrrthetischen Cellulosederivate sowie der Alginate. Bevor- 
zugt sind Natriumcarboxymethylcelluiose. Hydroxyethylcellulose, Hydroxypropylcellulose, Hydroxypropylmethylcellu- 
lose sowie Natriumalginat. Cremes und Lotionen k6nnen entsprechend Qber bekannte Verfahren formuliert werden. 
Diese pharmazeutisehen und kosmetischen Zubereitungen kOnnen darQber hinaus alle bekannten Stabilisatoren, Anti- 
30 oxidantien, Pigmente, Geruchsstoffe und andere Hilfsstoffe enthalten, unter der MaBgabe, daB sie die Stabilitat der 
Uposomen und der sie bildenden Komponenten nicht beeirrtrachtigen. 

[0028] ErfindungsgemaSe Zubereitungen in Form von Losungen. die die oben erhaltenen Uposomen enthalten, wer- 
den gemaB dem beschriebenen Verfahren hergestellt, indem die Uposomen mit pharmazeutisch geeigneten, isotoni- 
sierenden LOsungen auf die gewunschte Kbnzentration gebracht werden. Pharmazeutisch und kosmetisch geeignete 

35 Losungen sind mit einem vertraglichen Puffer, wie Natriumphosphat oder Citrat, der auch die Stabilitat des Proteins 
nicht beeintrachtigt, eingestellt und kOnnen mit Hilfe von NaCI, Polyolen, Zuckern oder Zuckeralkoholen isotonisiert 
sein. Diesen LOsungen kOnnen alle bekannten und ublichen Stabilisatoren, Antioxidantien, Pigmente, Additive, Pro- 
teine wie Serumalbumin, Zucker, Polyole und Zuckeralkohole zugesetzt werden unter der Voraussetzung, daB diese 
Zusatze die Stabilitat der Uposomenkomponenten nicht beeirrtrachtigen. 

40 [0029] Die erfindungsgemaB erhaltenen Zubereitungen kOnnen auf verschiedene Arten appliziert werden. In Form 
von Losungen konnen sie auf verschiedenste Weise (i.v., i.p., i.e., s.c.) injiziert werden, so konnen sie z.B. bei der intra- 
tumoralen Injektion direkt in den Tumor eingesprrtzt werden. Dafur wird eine sterile Zubereitung benotigt. die durch 
aseptische Hersteltung der Uposomen mit einer Sterilfiltration als Endstufe nach der Herstellung der Losung erfolgen 
kann. Da die oligolamellaren Uposomen durch Extrusion durch Membranen vom Durchmesser 200 nm hergestellt wer- 

45 den kOnnen, ist die Sterilfiltration in der Endstufe dann ein zusatzlicher Schritt zur QualrtatsaJbsicherung. 

[0030] Eine weitere mogliche Applikationsform fur Lfisungen sind Sprays, zur Verabreichung der in den Uposomen 
enthaltenen Wirkkomponente Ober die Haut oder Schleimhaute. 

[0031 ] AuBerdem konnen die pharmazeutischen und kosmetischen Zubereitungen epicutan appliziert werden. Dazu 
muB die Uposomensuspension in eine Gel-, Creme- oder Lotionsfbrm, wie oben beschrieben, Oberfurt werden. Diesen 
so streichfahigen Zubereitungen kOnnen naturlich alle oben erwahnten Zusatzstoffe zugesetzt werden. 
[0032] Folgende Beispiele sollen die Erf indung eriautern, ohne sie jedoch zu beschranken. 

Beispiel 1 

55 [0033] Human-a- Interferon enthaltende Uposomen werden auf folgende Weise hergestellt: 0.335 g Lipoid E 100, 0,11 
g Cholesterol. 0.055 g PG und 0.5 mg a-Tocopherol werden in 50 ml Chloroform gelOst 20 mi dieser LOsung werden 
in einem 100 ml Rundkolben bei Raumtemperatur am Rotavapor eingedampft und 1 Std. bei einem Druck von 0.7-2.0 
kPa nachgetrocknet. Es resultiert ein Upidfilm an der Wand des Rundkolbens. 
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[0034] 240 mJ Human-a-lnterferon (6000000 I.E./ml) werden mit 2160 pi eines Inkubationspuffers (1.5 g Serumalbu- 
min, 0,3 g NaH 2 P0 4 , 1,2 g Na 2 HP0 4 und 8.0 g NaCI pro 1 Wasser; entsprechend einer 1:10 VerdOnnung) verdQnnt 2 
mi dieser Losung werden in den Rundkotoen mitdem Lipidfilm gegeben und dieser Film mrt Hilfe von 0,6 g Glaskugeln 
abgezogen. Es bildet sich eine Interferon-haltige Upidsuspension mit multilamellaren Vesikeln, die in Portionen von 0,5 
5 ml durch eine Polycarbonatmembran mit einer Porenweite von 200 nm mit Hilfe eines Miniextruders extrudiert wird. 
Man erhalt eine Interferon-hattige oligolamellare Liposomensuspension. 

[0035] Die direkte Analyse der Suspension mit dem ELISA-Test ergibt als Summe des freien und des auBen an die 
Liposomen gebundenen a-lnterferon-Anteils einen Wert von 391000 I.EVml, der verkapselte Anteil betragt 209000 
I.E./mt entsprechend 35 %. 

10 

Beispiel 2 

[0036] Human-a-lnterferon enthaftende Liposomen werden auf tolgende Weise hergestellt: 0.338 g Lipoid E 100. 

0.112 g Cholesterol. 0.05 g Dimyristoylphosphatidylglycerol und 0.5 mg a-Tocopherol werden in 50 ml Chloroform 
is gelost. 20 mi dieser Losung werden in einem 100 ml Rundkoiben bei Raumtemperatur am Rotavapor eingedampft und 

eine Std. bei einem Druck von 0,7-2.0 kPa nachgetrocknet. Es resultiert ein Lipidfilm an der Wand des Rundkolbens. 

[0037] 240 \A Human-a-lnterferon (6000000 I.EVml) werden mit 2160 pi eines Inkubationspuffers (1 ,5 g Serumalbu- 

min, 0.3 g NaH 2 P0 4 , 1,2 g Na 2 HPC> 4 und 8,0 g NaCI pro 1 Wasser; entsprechend einer 1 :10 VerdOnnung) verdQnnt. 2 

ml dieser Losung werden in den Rundkoiben mit dem Lipidfilm gegeben und dieser Film mit Hilfe von 0,6 g Glaskugeln 
20 abgezogen. Es bildet sich eine Interferon-haltige Upidsuspension mit multilamellaren Vesikeln, die in Portionen von 0,5 

ml durch eine Polycarbonatmembran mrt einer Porenweite von 200 nm mit Hilfe eines Miniextruders extrudiert wird. 

Man erhalt eine Interferon-haltige oligolamellare Liposomensuspension. 

[0038] Die direkte Analyse der Suspension mit dem ELISA-Test ergibt als Summe des freien und des auSen an die 
Liposomen gebundenen a-lnterferon-Anteils einen Wert von 313000 I.EVml, der verkapselte Anteil betragt 287000 
25 I.E./mI entsprechend 48 %. 

Beispiel 3 fVerqleichsfreispiel) 

[0039] Human-a-lnterferon enthaltende Liposomen werden auf tolgende Weise hergestellt: 0.376 g Lipoid E 100. 
30 0, 124 g Cholesterol und 0.5 mg a-Tocopherol werden in 50 ml Chloroform gelflst 20 ml dieser LOsung werden in einem 
100 ml Rundkoiben bei Raumtemperatur am Rotavapor eingedampft und eine Std. bei einem Druck von 0,7-2,0 kPa 
nachgetrocknet. Es resultiert ein Lipidfilm an der Wand des Rundkolbens. 

[0040] 240 uJ Human-a-lnterferon (6000000 I.E./ml) werden mit 2160 pi eines Inkubationspuffers (1.5 g Serumalbu- 
min. 0.3 g NaHaPO* 1.2 g Na 2 HP0 4 und 8,0 g NaCi pro 1 Wasser; entsprechend einer 1 :10 VerdOnnung) verdQnnt. 2 
35 mi dieser Losung werden in den Rundkoiben mit dem Lipidfilm gegeben und dieser Rim mit Hilfe von 0,6 g Glaskugeln 
abgezogen. Es bildet sich eine Interferon-haltige Upidsuspension mit multilamellaren Vesikeln. die in Portionen von 0,5 
ml durch eine Polycarbonatmembran mit einer Porenweite von 200 nm mit Hilfe eines Miniextruders extrudiert wird. 
Man erhalt eine Interferon-haltige oligolamellare Liposomensuspension. 

[0041] Die direkte Analyse der Suspension mit dem ELISA-Test ergibt als Summe des freien und des auBen an die 
40 Liposomen gebundenen a-lnterferon-Anteils einen Wert von 554000 I.E./ml, der verkapselte Anteil betragt 46000 
I.E./ml entsprechend 8 %. 



Tabelle 1 



Bsp. 


Mengenverhaltnis 
PC/Ch/PG 


geb.lFN (I.E./ml) 


verkapseltes I FN 
(I.E./ml) 


EinschluBrate (%) 


1 


6:4:1 


391000 


209000 


35 


2 


6:4:1 


313000 


287000 


48 


3 (Vergleich) 


6:4:0 


554000 


46000 


8 



[0042] In Tabelle 1 sind die EinschluGraten der Beispiele 1 und 2 sowie des Vergletchbeispiels 3 nocheinmal darge- 
stellt. Es ist deutlich zu sehen, da 6 die Verwendung des erfindungsgemaGen Verfahrens, welches auf einem def inierten 
55 Mengenverhaltnis der die Liposomen konstituierenden Lipidkomponenten beruht, zu einer signif ikanten Erhohung der 
EinschluBraten fuhrt. 
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Peispiel 4 

[0043] Human-a-lnterferon enthaltende Liposomen werden auf folgende Weise hergestellt: 0.336 g Upoid E 100. 
0,11 1 g Cholesterol, 0.054 g Dipalmitoylphosphatidylglycerol und 0.5 mg a-Tocopherol warden in 50 ml Chloroform 
gelost 20 ml dieser Losung warden in einem 1 00 mi Rundkolben bei Raumtemperatur am Rotavapor eingedampft und 
eine Std. bei einem Druck von 0,7-2,0 kPa nachgetrocknet Es resultiert ein Upidfilm an der Wand des Rundkolbens. 
[0044] 240 ul Human-a-lnterferon (6000000 I.E./ml) werden mit 2160 pi eines Inkubationspuffers (1 .5 g Serumaibu- 
min, 0,3 g NaH 2 P0 4t 1.2 g Na 2 HP0 4 und 8.0 g NaCI pro 1 Wasser; entsprechend einer 1 :10 VerdQnnung) verdunnt. 2 
m! dieser LOsung werden in den Rundkolben mit dem Upidfilm gegeben und dieser Film mit Hilfe von 0,6 g Glaskugeln 
abgezogen. Es bildet sich eine Interferon-haltige Lipidsuspension mit multilamellaren Vesikeln, die in Portionen von 0.5 
ml durch eine Polycarbonatmembran mit einer Porerrweite von 200 nm mit Hilfe eines Miniextruders extrudiert wird. 
Man erhait eine Interferon-haltige oligolamellare Liposomensuspension. 

Beispiel 5 

[0045] Human-a-lnterferon enthaltende Liposomen werden auf fblgende Weise hergestellt: 0.333 g Upoid E 1 00. 0.1 1 
g Cholesterol. 0,057 g Distearoylphosphatidylglycerol und 0.5 mg a-Tocopherol werden in 50 ml Chloroform gelost. 20 
ml dieser Losung werden in einem 100 ml Rundkolben bei Raumtemperatur am Rotavapor eingedampft und eine Std. 
bei einem Druck von 0.7-2,0 kPa nachgetrocknet. Es resultiert ein Upidfilm an der Wand des Rundkolbens. 
[0046] 240 ul Human-a- Interferon (6000000 I.E./ml) werden mit 2160 pi eines Inkubationspuffers (1,5 g Serumalbu- 
min. 0.3 g NaH 2 P0 4 , 1,2 g Na 2 HP0 4 und 8.0 g NaCI pro 1 Wasser; entsprechend einer 1 :10 VerdQnnung) verdunnt. 2 
ml dieser LOsung werden in den Rundkolben mit dem Upidfilm gegeben und dieser Film mit Hilfe von 0.6 g Glaskugeln 
abgezogen. Es bildet sich eine Interferon-haltige Lipidsuspension mit multilamellaren Vesikeln, die in Portionen von 0,5 
ml durch eine Polycarbonatmembran mit einer Porenweite von 200 nm mit Hilfe eines Miniextruders extrudiert wird. 
Man erhait eine Interferon-haltige oligolamellare Uposomensuspension. 

Beisoiel 6 

[0047] Zu 1970 jil einer gemaB Beispiel 1.2.4 Oder 5 hergestellten Uposomensuspension werden 30 mg Natriumcar- 
boxymethylcellulose (Tylopur C 300 P. eingetragenes Warenzeichen) zugesetzt und der Ansatz 6 Std. quellen gelas- 
sen. Es entsteht ein auf der Haut streichfahiges Gel. 

Beispiel 7 

[0048] Zu 1 960 uJ einer gemaB Beispiel 1 ,2.4 Oder 5 hergestellten Uposomensuspension werden 40 mg Hydroxye- 
thylcellutose (Tylose H 300. eingetragenes Warenzeichen) zugesetzt und der Ansatz 6 Std. quellen gelassen. Es ent- 
steht ein auf der Haut streichfahiges Gel. 

Beispiel 8 

[0049] Zu 1750 einer gemaB Beispiel 1 .2.4 oder 5 hergestellten Uposomensuspension werden 250 mg Hydroxy- 
propylmethylcellulose (Pharmacoat 606, eingetragenes Warenzeichen) zugesetzt und der Ansatz 12 Std, quellen 
gelassen. Es entsteht ein auf der Haut streichfahiges Gel. 

Beispiel 9 

[0050] Zu 1970 uJ einer gemaB Beispiel 1 .2.4 oder 5 hergestellten Uposomensuspension werden 30 mg Natriumal- 
ginat (Kelgin F. eingetragenes Warenzeichen) zugesetzt und der Ansatz 6 Std. quellen gelassen. Es entsteht ein auf 
der Haut streichfahiges Gel. 

Beispiel 10 

[0051 ] Die Stabilitat der Uposomen wurde anhand ihres Interferongehaltes bestimmt. Die Uposomen wurden gemaB 
Beispiel 2 und 3 (Vergleichsbeispiel) hergestellt und anschlieBend fur die angegebene Zeit bei 4 °C gelagert. Der Inter- 
ferongehaft wurde uber ubliche Verfahren bestimmt. 



6 



BP 0 740 547 B1 



v Tabelle 2 





Lagerzeit (Tage) 


Beispiel 2 Interferon 




Beispiel 3 (Vergleich) Inter- 


s 










feron 






(I.UMil) 


(%) 




(I.U/ml) 


(%) 




0 


600000 


100 


0 


600000 


100 


10 


3 


519419 


86.6 


2 


452207 


75,4 




6 


559241 


93,2 


6 


400011 


66,7 




11 


575890 


96,0 










18 


614076 


102,3 


16 


383082 


63.8 


15 


25 


567961 


94,7 


30 


326904 






34 


505472 


84.2 










52 


576860 


96,1 


42 


314071 


52,3 



20 

[0052] Aus Tabelle 2 geht deutlich hervor, dafl die erfindungsgemaBe Verwendung von PG als Ladungstrager das in 
den Liposomen verkapselte Interferon uber einen langeren Zeitraum zu stabilisieren vermag als dies nach dem Stand 
der Technik (Beispiel 3) moglich ist. 

25 PatentansprOche 

1 . Liposomen enthaltend darin verkapselte Proteine. dadurch gekennzeichnet, daB die Liposomen aus Phosphatidyl- 
cholin, Cholesterol. Phosphytidyf glycerol und Tocopherolen in einem molaren Verhaltnis von 6 zu 4 zu 1 zu 0.01 
bestehen. 

30 

2. Liposomen gemaB Anspruch 1 . bei denen das Phosphatidylglycerolderivat ein Mono- Oder Diester desselben mit 
einer gesattigen Oder ungesattigten C 12 _ 2 4-Fettsaure ist. 

3. Liposomen gemaB Anspruch 2. bei denen das Phosphatidylglycerolderivat dessen Myristoyh Stearoyl- Oder Pal- 
35 mitoyldiester ist 

4. Liposomen gemaB einem der Anspruche 1 bis 3, bei denen das verkapselte Protein Oxytocin, Vasopressin, FSH, 
TSH. LH, ein Tumor Nekrosis Faktor, ein Growth Faktor, ein Plattchen aktivierender Faktor, Streptokinase, Uroki- 
nase, Insulin, Calcitonin, Cyclosporin A, ein InterleuWn oder Interferon ist. 

40 

5. Liposomale Zubereitung enthaltend Liposomen gemaB einem der vorstehenden Anspruche, welche in Form eines 
Gels vorliegt und bei der der Gelbildner ein Cellulosederivat oder ein Alginat ist 

6. U'posomale Zubereitung gemaB Anspruch 5. in der der Gelbildner Natriumcarboxymethylcellulose, Hydroxyethyl- 
45 cellulose. Hydroxypropylcellulose, Hydroxypropylmethylcellulose oder Natriumalginat ist. 

7. Liposomale Zubereitung enthaltend Liposomen gemaB einem der Anspruche 1 bis 4. die in Form einer Losung vor- 
liegt. 

so 8. Zubereitung gemaB Anspruch 7, bet der die Losung isotonisiert und mit einem pharmazeutisch geeigneten Puffer 
auf pH 7,4 eingestellt ist. 

9. Liposomale Zubereitung gemaB einem der AnsprQche 7 und 8, die aseptisch zubereitet und durch eine Membran- 
filtration sterilisiert ist. 

55 

10. Verfehren zur Herstellung von Uposomen, die darin verkapselte Proteine enthalten, welches die fblgenden Schritte 
umfaBt: 
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a) Losen von Phosphatidytcholin. Cholesterol, Phosphatidylglycerol und Tocopherol in einem molaren Men- 
genverhaitnis von 6 zu 4 zu 1 zu 0.01 in einem geeigneten LOsungsmittel. Abdampfen des Losungsmrttels und 
Trocknen des Lipidfilms. und 

b) Zugabe des Proteins in einer pharmazeutisch geeigneten Losung. Ablosen der Uposomen mrttels Glasku- 
geln und anschlieBender Membranextrusion der Uposomen. 

11. Verfahren gemaB Anspruch 10. in dem das Phosphatidylglycerolderivat ein Mono- Oder Diester desselben mit 
einer gesattigten oder ungesattigten C 12 -24-Fettsaure ist 

12. Verfahren gemafi Anspruch 1 1. in dem das Phosphatidylglycerolderivat dessen Myristoyl-. Stearoyl- Oder Palmi- 
toyldiester ist. 

13 Verfahren gemaB einem der AnsprOChe 10 bis 12. in dem das verkapselte Protein Oxytocin Vasopressin FSH. 
TSH LH? ein Tumor Nekrosis Faktor. ein Growth Faktor. ein Plattchen aktivierender Faktor. Streptotanase. Uroki- 
nase. Insulin. Calcitonin. Cyclosporin A, ein InterteuWn Oder Interferon ist. 

14 Verfahren gemaB einem der vorstehenden AnsprOChe 10 bis 13. bei dem eine pharmazeutische Oder tosm^sche 
^bereU in streichf^iger Form erha.ten wird. indem die aus ^ 

Verfahren urrter Verwendung bekannter Trager- und HiHsstofte in eine pharmazeutisch und tosrnejsch ge*gne e 
Form *G». eine Creme Oder eine Lotion QberfQrt wird. wobei der Gelbildner an Cellulosederivat Oder em 

Alginat ist. 

15 Verfahren gemaB Anspruch 14. bei dem der Gelbildner Natriumcarboxymethylcellulose. Hydroxyethylcellulose. 
Hydroxypropylcellulose. Hydroxypropylmethylcellulose oder Natriumalginat ist 

16 Verfahren gemaB einem der vorstehenden AnsprOche 10 bis 13. bei dem e inephar,roeufis*eZube^ 

tw wird die in Form einer Lteung vorliegt. indem die aus Schritt (b) erhaltenen Uposomen m.ttels bekannter Ver- 
tahren unter Verwendung bekannter Trager- und Hiltsstoffe in eine Lflsung QberfOhrt werden. 

1 7. Verfahren gemaB Anspruch 16. bei dem die Losung mit NaCI isotoniert und mit einem Puffer auf pH 7.4 eingestellt 
ist. 

1 8. Verfahren gemaB einem der AnsprOChe 16 und 17, bei dem die pharmazeuflsche Zubereitung aseptisch zubereitet 
und durch eine Membranfiltration sterilisiert ist 



Claims 
1. 



Liposomes containing proteins encapsulated within them, characterised in that the liposomes consist of phosphati- 
dytoholine. cholesterol, phosphatidylglycerol and tocopherols in a molar ratio of 6 to 4 to 1 to 0.01 . 

2. Liposomes according to Claim 1 in which the phosphatidylglycerol derivative is a mono- or di-ester of the latter with 
a saturated or unsaturated C12-24 fatty acid. 

3. Liposomes according to Claim 2 in which the phosphatidylglycerol derivative is its myristoyl. stearoyl or palmitoyl 

di-ester. 

4. Liposomes according to one of the Claims 1 to 3 in which the encapsulated protein is oxytocin 

TSHLR a tumour necrosis factor, a growth factor, a platelet-activating factor, streptotanase. urokinase, msuhn. cal- 
citonin, cyclosporin A, an interteuWn or interferon. 

5 Liposomal preparation containing liposomes according to one of the preceding Claims, which is present in the form 
of a gel and in which the gelling agent is a cellulose derivative or an alginate. 

6 Liposomal preparation according to Claim 5 in which the gelling agent is sodium carboxymethylcellulose. hydrox- 
yethylcellulose. hydroxypropylcellulose. hydroxypropylmethylcellulose or sodium alg.nate. 

7. Liposomal preparation containing liposomes according to one cf the Claims 1 to 4. which is present in the form of 
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a solution. 

8. Preparation according to Claim 7 in which the solution is isotonised and adjusted to pH 7,4 with a pharmaceutical^ 
suitable buffer. 

5 

9. Liposomal preparation according to one of the Claims 7 and 8 which is prepared aseptically and sterilised by mem- 
brane filtration. 

10. Process for manufacturing liposomes containing proteins encapsulated within them, which comprises the following 
w steps: 

a) Dissolving phosphatidylcholine, cholesterol, phosphatidylglycerol and tocopherols in a molar ratio of 6 to 4 
to 1 to 0.01 in a suitable solvent, evaporating off the solvent and drying the lipid film, and 

is b) Addition of the protein in a pharmaceutically suitable solution, removing the liposomes by the use of glass 

spheres and subsequent membrane-extrusion of the liposomes. 

11. Process according to Claim 10 in which the phosphatidylglycerol derivative is a mono- or di-ester of the latter with 
a saturated or unsaturated C 12-24 fatty acid. 

20 

12. Process according to Claim 1 1 in which the phosphatidylglycerol derivative is its myhstoyl, stearoyl or palmitoyl di- 
ester. 

13. Process according to one of the Claims 10 to 12 in which the encapsulated protein is oxytocin, vasopressin. FSH, 
25 TSH. LH, a tumour necrosis factor, a growth factor, a platelet-activating factor, streptokinase, urokinase, insulin, cal- 
citonin, cyclosporin A. an interleukin or interferon. 

14. Process according to one of the preceding Claims 10 to 13 in which a pharmaceutical or cosmetic preparation in 
spreadable form is obtained by converting the liposomes obtained from step (b) into a pharmaceutically and cos- 

30 meticafly suitable form such as a gel, a cream or a lotion by the use of known processes using known carriers and 
adjuvants, whereby the gelling agent is a cellulose derivative or an alginate. 

15. Process according to Claim 14 in which the gelling agent is sodium carboxymethylcelluiose, hydroxyethylcellutose. 
hydroxypropylcellulose, hydroxypropylmethylcellulose or sodium alginate. 

35 

16. Process according to one of the preceding Claims 10 to 13 in which there is obtained a pharmaceutical preparation 
that is present in the form of a solution, by converting the liposomes obtained from step (b) into a solution by the 
use of known processes using known carriers and adjuvants. 

40 17. Process according to Claim 16 in which the solution is isotonised with NaCI and adjusted to pH 7.4 with a buffer. 

13. Process according to one of the Claims 16 and 17 in which the pharmaceutical preparation is prepared aseptically 
and sterilised by membrane filtration. 

45 Revendicatlons 

1 . Liposomes contenant des prolines e neap suites, caracteris6s par le fait que les liposomes sont constitues par de 
la phosphatidylcholine, du cholesterol, du phosphatidylglycerol et du tocopherol dans un rapport molaire de 
6/4/1/0,01. 

50 

2. Liposomes sefon la revendication 1 , dans lesqueJs le derive de phosphatidylglycerol est un mono- ou diester de 
celui-ci, avec un actde gras sature ou insatur6, en C 12 -24- 

3. Liposomes selon la revendication 2, dans lesquels le derive de phosphatidylglycerol est Tester de myristyle, de 
55 stearyle ou de palmityle de celui-ci. 

4. Liposomes selon I'une quelconque des revendications 1 a 3. dans lesquels la proteine encapsulde est I'oxytoxine, 
la vasopressin^ la FSH, la TSH, la LH, un facteur de necrose tumorale, un facteur de croissance, un facteur acti- 
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vateur de plaquettes. la streptokinase. I'urokinase. rinsuline. la caicitonine, la cyclosporin A, une interieukine ou 
un interferon. 

5. Preparation liposomale corrtenartt des liposomes selon Tune quelconque des revendications precedentes qui est 
5 sous forme de gel et dans laquelie le gelifiant est un derive cellulosique ou un alginate. 

6. Preparation liposomale selon la revendication 5, dans laquelie le gelifiant est la carboxymethylceilulose sodique. 
I'hydroxyethytcellulose, mydroxypropylcelluJose, I'hydroxyropylmethylcellulose ou I'alginate de sodium. 

10 7. Preparation liposomale contenant des liposomes seton I'une quelconque des revendications 1 a 4, qui est sous la 
forme d'une solution. 

8. Preparation liposomale selon ta revendication 7. dans laquelie ta solution est rendue isotonique et son pH est 
ajuste a 7,4 a I'aide d'un tampon pharmaceutique approprie. 

9. Preparation liposomale selon Tune des revendications 7 et 8. qui a ete preparee dans des conditions aseptiques et 
sterilisee par une filtration sur membrane. 

1 0. Procede de preparation liposomale contenant des proteines encapsulees dans les liposomes, comprenant les eta- 
20 pes consistant : 

a) a dissoudre la phosphatidylcholine, le cholesterol, le phosphatidylglycerol et !e tocopherol dans un rapport 
molaire de 6/4/1/0.01 , dans un solvant approprie, a evaporer le solvant et a secher le film lipidique. et 

b) a introduire la proteine dans une solution pharmaceutique appropriee, a detacher les liposomes a I'aide de 
25 billes de verre et ensuite. a extruder les liposomes a travers une membrane. 

1 1 . Precede selon la revendication 1 0. dans lequel le derive de phosphatidylglycerol est un mono- ou diester de celui- 
ci, avec un acide gras sature ou insature en 0^-24- 

30 1 2. Procede selon la revendication 1 1 , dans lequel le derive de phosphatidylglycerol est Tester de myristyle, de stea- 
ryle ou de palmityle de celui-ci. 

13. Procede selon Tune quelconque des revendications 10 a 12, dans lequet la proteine encapsulee est I'oxytoxine, la 
vasopressine, la FSH, la TSH, la LH. un facteur de necrose tumorale. un facteur de croissance, un facteur activa- 

35 teur de plaquettes, la streptokinase, I'urokinase, rinsuline. la caicitonine, la cyclosporine A, une interieukine ou un 
interferon. 

14. Procede selon I'une quelconque des revendications 10 a 13, dans lequel on obtient une preparation pharmaceuti- 
que ou cosmetique sous forme facile a etaler, dans lequel les liposomes obtenus dans I'etape (b) sort transforms, 

40 par des precedes connus. en utilisant des vehicules et adjuvants connus. en une forme pharmaceutique et cosme- 
tique appropriee telle qu'un gel. une creme ou une lotion, le gelifiant etant un derive cellulosique ou un alginate. 

1 5. Procede selon la revendication 14, dans lequel le gelifiant est la carboxymethylceilulose sodique. rhydroxyethylcel- 
luiose. mydroxypropyiceilutose, rhydroxypropyl-methylcelluiose ou I'alginate de sodium. 

16. Proced6 selon I'une quelconque des revendications 10 a 13. dans lequel on obtient une preparation pharmaceuti- 
que qui se presente sous forme de solution, les liposomes obtenus dans I'etape (b) ayant ete amenes sous la 
forme d'une solution par des precedes connus, en utilisant des vehicules et adjuvants connus. 

so 1 7. Procede selon la revendication 16, dans lequel la solution est rendue isotonique par du NaCI et son pH est ajuste 
a 7,4 avec un tampon. 

18. Procede selon I'une des revendications 16 et 17, dans lequel la preparation pharmaceutique a ete preparee dans 
des conditions aseptiques et sterilisee par une filtration sur membrane. 

55 
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Figure 6 




Temps en heures 



25 



